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Cet  article  fait  le point  sur la  place  des  nouveaux  outils  dans  le diagnostic  microbiologique  « moderne  »  de
la  tuberculose  maladie.  Les  techniques  traditionnelles  de  microscopie  et  de  culture  restent  indissociables
du  diagnostic  de  certitude,  mais  certaines  innovations  se  substituent  au  quotidien  aux  techniques  plus
anciennes  comme  par  exemple,  l’identiﬁcation  des  mycobactéries  du  complexe  tuberculosis  par  immu-
nochromatographie  ou  la  spectrométrie  de  masse  de type  MALDI-TOF  à partir  des  cultures  positives  ou
l’antibiogramme  en  milieu  liquide.  Les  nouveaux  outils  qui  utilisent  les  techniques  moléculaires  ont  pris
une  place importante.  Elles ont  toutes  pour  point  commun  d’optimiser  la  lutte  contre  la  tuberculose  en
diminuant  le  délai  diagnostique.  Elles  permettent  aussi  d’accélérer  la  détection  de la  résistance  aux  anti-
tuberculeux.  Néanmoins,  les  techniques  d’ampliﬁcation  génique  directement  à  partir  des  prélèvements
cliniques  restent  toujours  moins  sensibles  que  la  culture.  Le  diagnostic  bactériologique  de  la  tubercu-
lose  maladie  repose  donc  encore  sur  la  complémentarité  des  différentes  techniques  phénotypiques  et
moléculaires.
©  2014  Société  nationale  française  de  médecine  interne  (SNFMI).  Publié  par  Elsevier  Masson  SAS.
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This review  focuses  on  the  role  of  new  tools  in the  “modern”  microbiological  diagnosis  of  tuberculosis.
Traditional  techniques  of  microscopy  and culture  remain  essential  to  diagnostic  certainty,  but  some
innovations  replace  daily  the  older  techniques  such  as  the  identiﬁcation  of  Mycobacterium  tuberculosis
complex  by  immunochromatography  or mass  spectrometry  MALDI-TOF  type  from  positive  cultures,  or
susceptibility  testing  in  liquid  medium.  New tools  that  use molecular  techniques  have  become  important.
Este é um artigo Open Access sob a licença de CC BY-NC-NDThey  all  have  in  common  to  optimize  the  ﬁght  against  tuberculosis  by reducing  diagnostic  delay.  They
also  allow  rapid  detection  of  drug  resistance.  However,  the  techniques  of gene  ampliﬁcation  directly
from  clinical  samples  are  still  less  sensitive  than  culture.  Bacteriological  diagnosis  of tuberculosis  disease
therefore  still  relies  on  the complementarities  of different  phenotypic  and  molecular  techniques.
© 2014  Société  nationale  française  de  médecine  interne  (SNFMI).  Published  by Elsevier  Masson  SAS.∗ Auteur correspondant.
Adresses  e-mail : ﬂorence.doucet-populaire@abc.aphp.fr,
orence.doucet-populaire@u-psud.fr (F. Doucet-Populaire).
http://dx.doi.org/10.1016/j.revmed.2014.05.001
248-8663 © 2014 Société nationale française de médecine interne (SNFMI). Publié par E1. Introduction
La tuberculose est une maladie contagieuse qui reste d’actualité
dans les pays développés comme  la France où, bien qu’elle recule
Este é um artigo Open Access sob a licença de CC BY-NC-NDdepuis quelques années, elle n’est pas une maladie éradiquée avec
près de 5000 nouveaux cas de tuberculose maladie déclarés chaque
année. Les deux régions les plus touchées sont l’Île de France et la
Guyane [1]. Les patients les plus à risque ont la particularité d’être
lsevier Masson SAS. Este é um artigo Open Access sob a licença de CC BY-NC-ND
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ans domicile ﬁxe ou nés à l’étranger, notamment dans des pays à
orte prévalence de tuberculose. En 2011, les formes pulmonaires
eprésentaient 73 % des cas de tuberculose maladie.
Le  diagnostic de tuberculose pulmonaire repose sur l’isolement
e bacilles acido-alcoolo-résistant (BAAR) à l’examen direct des
xpectorations ou sur l’isolement en culture de mycobactéries
u complexe tuberculosis (MCT). En 2010, en France, 49 % des
uberculoses pulmonaires étaient bacillifères [1]. Le diagnostic des
uberculoses extra-pulmonaires est moins aisé dépendant, d’une
art, de la difﬁculté d’obtention de matériel par geste invasif
biopsie osseuse, liquide céphalorachidien, biopsie hépatique, etc.),
ais aussi d’une documentation bactériologique parfois difﬁcile
inoculum bactérien moindre). Le diagnostic est le plus souvent
résomptif reposant sur un faisceau d’arguments cliniques, radio-
ogiques, histologiques, biologiques, voire sur une évolution jugée
avorable sous traitement antituberculeux, les cultures restant par-
ois négatives [2]. L’analyse de l’évolution radiologique n’étant pas
odiﬁée, la persistance d’anomalies radiologiques sous ou en ﬁn de
raitement reste difﬁcile à interpréter.
Le diagnostic de certitude d’une tuberculose maladie repose
oujours sur l’identiﬁcation des mycobactéries du complexe tuber-
ulosis. Le diagnostic bactériologique conventionnel, qui reste
’actualité, comprend différentes étapes que sont l’examen micro-
copique, la culture, l’identiﬁcation et l’antibiogramme.
En ce qui concerne les domaines de la microscopie et de la
ulture, peu de nouveautés ont permis ces 10 dernières années
’optimiser le diagnostic bactériologique de tuberculose maladie.
es innovations portent essentiellement sur le développement de
ouveaux outils de biologie moléculaire qui offrent le double avan-
age d’accélérer le diagnostic de tuberculose maladie et la détection
e la résistance aux antituberculeux.
Dans  son plan de lutte contre la tuberculose, l’Organisation Mon-
iale de la santé (OMS) s’est ﬁxée différents objectifs dont deux sont
rès étroitement liés aux développements de nouveaux outils de
iagnostic microbiologique. Il s’agit tout d’abord de réduire le délai
e diagnostic aﬁn de limiter le nombre de cas contacts et donc la
ropagation du bacille de Koch. En effet, les délais de prise en charge
n France peuvent être longs, avec 97 jours en moyenne entre le
er symptôme et le diagnostic, dont un délai moyen de 47 jours
ntre le 1er symptôme et le premier contact avec le système de soins
3]. L’autre objectif est d’accélérer la détection de la résistance aux
ntituberculeux. Parmi les écueils à éviter, la non-détection d’une
ésistance préexistante est très importante car pouvant mettre
n jeu le pronostic mais aussi participer à la dissémination de
ouches résistantes. On distingue la résistance primaire de la résis-
ance secondaire. La résistance primaire concerne des souches
ésistantes à un antituberculeux avant la mise sous traitement. La
ésistance secondaire est une résistance acquise après un traite-
ent mal  adapté ou mal  suivi ayant entraîné la sélection de souches
ésistantes. Cette résistance secondaire concerne la majorité des
ouches multirésistantes (multi drug resistant [MDR]), c’est-à-dire
ésistante simultanément à au moins l’isoniazide et la rifampicine,
t des souches ultra-résistantes (extensively drug resistant [XDR]),
éﬁnies comme  résistantes à l’isoniazide et à la rifampicine, ainsi
u’au moins à une ﬂuoroquinolone et à un des antituberculeux de
econde ligne injectables (amikacine, kanamycine, capréomycine).
’OMS estime à 450 000 le nombre de personnes touchées par une
uberculose multirésistante (MDR-TB), soit 5 % des cas mondiaux
e tuberculose signalés en 2012 ; la Chine, l’Inde et la Russie étant
es pays les plus touchés (WHO, global tuberculosis report, 2013). En
rance, cette pharmacorésistance reste peu fréquente, il y a moins
e 100 nouveaux cas de MDR  par an et moins de 5 XDR [4].L’objectif de cet article est de faire un point sur la place
es nouvelles technologies utilisées dans le diagnostic bactériolo-
ique de tuberculose maladie. Ces innovations se substituent au
uotidien aux techniques plus anciennes comme, par exemple,ecine interne 35 (2014) 794–800 795
l’identiﬁcation biochimique ou l’antibiogramme en milieu solide,
et ont toutes pour point commun d’optimiser la lutte contre la
tuberculose en diminuant le délai diagnostique. Un algorithme du
diagnostic bactériologique de la tuberculose maladie est proposé
dans la Fig. 1.
Un  autre challenge repose, chez l’adulte, sur la prise en charge
des tuberculoses extra-pulmonaires et le développement de bio-
marqueurs de tuberculose active aussi bien pour le diagnostic, que
le suivi de la réponse thérapeutique en termes de guérison et de
rechute [5,6].
2.  Conduite du diagnostic direct au laboratoire
Le traitement des échantillons pour recherche de mycobactéries
suit toujours le même processus en vue d’un double objectif :
• d’une  part, de pratiquer un examen permettant de fournir une
réponse  rapide. L’examen microscopique à la recherche de BAAR
est  le plus courant. En fonction du contexte, d’autres méthodes
pourront également être mises en œuvre ;
• d’autre  part, de procéder à une mise en culture, avec des délais
de  réponse prolongés, qui aura pour mérite de sensibiliser le dia-
gnostic  mais aussi d’isoler la bactérie. Il sera alors possible de
l’identiﬁer,  de mesurer sa sensibilité aux antibiotiques et éven-
tuellement  de procéder à des études d’ordre épidémiologique.
La manipulation des mycobactéries, en particulier celles appar-
tenant au complexe tuberculosis, n’est pas dénuée de risque pour
le personnel du laboratoire. Elle doit être faite dans un labora-
toire convenablement équipé répondant à des critères de sécurité
adéquats. Les installations de niveau de conﬁnement 3 sont préco-
nisées.
2.1. Examen microscopique
Depuis  plus de 125 ans, l’examen microscopique direct demeure
un outil très simple et rapide renseignant sur la présence de
BAAR dans les échantillons biologiques [7]. Dans la démarche
diagnostique de tuberculose pulmonaire associée à des signes
clinico-radiologiques, voire histologiques, l’examen direct ren-
seigne sur le caractère bacillifère et donc contagieux du patient,
permettant ainsi de conforter voire d’imposer l’isolement respira-
toire du patient et de dépister les éventuels contacts.
Cette étape clé repose le plus souvent sur une coloration
ﬂuorescente à l’auramine, plus sensible que celle de Ziehl-
Neelsen (coloration de référence) [8]. La lecture après coloration
à l’auramine, requiert un microscope à lampe à mercure, supplan-
tée récemment par l’utilisation de light emitting diode (LED), moins
coûteuse, plus robuste et de performance identique [9]. Les BAAR
apparaissent sous forme de bacilles verts ﬂuorescents sur fond
rouge pour les frottis colorés à l’auramine et rosés sur fond bleu
après coloration de Ziehl-Neelsen.
Le  résultat microscopique est un résultat quantitatif dénom-
brant le nombre de BAAR par frottis ou par champ selon la
standardisation du centers for disease control and prevention (CDC),
Atlanta, USA.
Le  seuil de détection microscopique est de l’ordre de
104 BAAR/mL d’échantillon. La sensibilité est variable en fonction
du type de prélèvement : 10–20 % pour les prélèvements extra-
pulmonaires et 65 % pour les pulmonaires [10]. De  ce fait, un
examen direct négatif permet d’exclure l’éventualité d’un cas bacil-
lifère ou très bacillifère mais n’exclut en aucun cas le fait que
le patient puisse être pauci-bacillifère et donc éventuellement
contagieux. Un examen microscopique négatif n’élimine pas un
796 C. Guillet-Caruba et al. / La Revue de médecine interne 35 (2014) 794–800
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iagnostic de tuberculose. De même,  il ne prédit pas une guérison
ans le cadre d’un suivi de traitement antituberculeux [11].
En  l’absence de clinique ou d’imagerie thoracique en faveur
’une tuberculose pulmonaire active, ou en l’absence de contact
vec un sujet immunodéprimé, ou encore de notion de tuberculose
ultirésistante, 3 examens microscopiques négatifs permettent de
ever un isolement respiratoire instauré initialement devant une
uspicion de tuberculose pulmonaire [12].
L’examen microscopique positif présente lui aussi des limites.
acilles tuberculeux et mycobactéries atypiques ne peuvent être
ifférenciés. Par ailleurs, ne renseignant pas sur le caractère vivant
u mort des bacilles, l’examen direct positif n’est pas un bon
arqueur d’efﬁcacité thérapeutique, d’échec thérapeutique ou de
echute tuberculeuse [11,13].
.2. Culture en milieu solide ou liquide
Bien que la croissance des mycobactéries du complexe tuber-
ulosis soit très lente, le diagnostic de tuberculose et la culture
emeurent indissociables. Associée à une étape préalable de
écontamination–ﬂuidiﬁcation pour les prélèvements provenant
e cavités ouvertes, la culture reste la méthode la plus sensible.
lle permet également d’isoler la souche, support technique néces-
aire à l’identiﬁcation d’espèce et aux tests de sensibilité aux
ntituberculeux. La méthode la plus performante associe culture
n milieu solide et liquide. Le seuil de détection est de 10 à
02 bacilles/mL d’échantillon biologique. Le délai de culture est
onction de la charge bactérienne et peut être corrélé aux résul-
ats de l’examen direct. Les cultures en milieu solide se positivent
n 2 à 6 semaines. La plupart des milieux liquides sont couplés à une
étection automatique de la croissance. L’usage des automates avecrculose maladie. Examen  : examen microscopique.
incubateurs incorporés développés ﬁn des années 1990 (mycobac-
teria growth indicator tube [Bactec MGIT960®], [Becton Dickinson],
VersaTREK® [Trek Diagnostics] ou BacT/ALERT® [BioMérieux]) pré-
sente l’avantage de réduire signiﬁcativement le délai de positivité
de 10 à 14 jours en moyenne par rapport aux cultures en milieu
solide [14].
2.3.  Nouvelles méthodes antigéniques par
immunochromatographie
Il existe deux types de tests immunochromatographiques pour
recherche du complexe tuberculosis.
Le premier test d’identiﬁcation après culture repose sur la
détection de l’antigène MPT64, protéine incriminée dans la viru-
lence et secrétée par les mycobactéries du complexe tuberculosis
(excepté quelques souches de BCG dont la souche vaccinale Pas-
teur). Cette détection sur kit unitaire est réalisée en 15 minutes
à partir de culture en milieu solide ou liquide. La sensibilité et
la spéciﬁcité sont de l’ordre de 99 %. Ce test permet d’identiﬁer
le complexe tuberculosis, hors BCG, dès la positivité de la culture
[15].
Le deuxième test par immunochromatographie est réalisé direc-
tement sur les urines du patient suspect de tuberculose et repose
sur la détection de lipoarabinomannane (LAM), composant majo-
ritaire de la paroi bactérienne. Ce test peu couteux, rapide et facile
est utilisé dans les pays en voie de développement à forte inci-
dence de co-infection tuberculose-VIH où il présente une valeur
prédictive positive (VPP) de 80 %. Du fait de sa faible spéciﬁcité et
d’un faible taux de prévalence, ce test ne peut être utilisé en France
[16].
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.4. Identiﬁcation des mycobactéries par spectrométrie de masse
Ces  dernières années, la spectrométrie de masse de type matrix-
ssisted laser desorption ionization-time of ﬂight (MALDI-TOF) a
ermis de faciliter et d’accélérer l’identiﬁcation des espèces bac-
ériennes. Cette technique est en cours de développement pour
es mycobactéries et permet l’identiﬁcation du complexe tuber-
ulosis ainsi que l’identiﬁcation de la majorité des mycobactéries
typiques à partir des cultures [17,18]. L’identiﬁcation à partir
’un milieu solide semble supérieure à celle effectuée à partir d’un
ilieu liquide. Les auteurs observent 97 % d’identiﬁcation correcte
 partir de milieu solide contre 77 % à partir de milieu liquide. Cer-
ains composants du milieu liquide interfèreraient sur la qualité
es spectres et parfois l’inoculum bactérien serait trop faible [17].
’innocuité de cette technique a été vériﬁée et semblerait être un
oint important. Les colonies ou la fraction de milieu liquide utili-
ées sont prétraitées par choc thermique ou par de l’éthanol [18].
La  spectrométrie de masse de type MALDI-TOF a récemment été
ouplée dans la technologie iPLEX Gold (Sequenom) à une analyse
e polymorphismes génétiques permettant à la fois de différen-
ier les espèces du complexe tuberculosis mais aussi de renseigner
’appartenance à un groupe phylogénétique à des ﬁns épidémiolo-
iques [19].
.5.  Détermination de la sensibilité aux antituberculeux par
éthode  phénotypique
Bien  que la méthode des proportions en milieu solide demeure
a méthode de référence pour la détermination de la sensibilité
ux antituberculeux de première intention (rifampicine, isoniazide,
thambutol, streptomycine et pyrazinamide), les antibiogrammes
ont désormais le plus souvent réalisés en milieu liquide sur
’automate Bactec MGIT 960 ou VersaTREK. Ces antibiogrammes
ont majoritairement effectués à partir d’un premier isolat obtenu
n milieu liquide, soit en moyenne deux semaines après la prise en
harge initiale du prélèvement. L’intérêt repose sur la diminution
igniﬁcative du délai de rendu du résultat (10 jours en milieu liquide
près une première culture, versus 3 à 4 semaines en milieu solide)
20]. Des études montrent que des antibiogrammes sur milieu
iquide peuvent être réalisés directement à partir d’échantillons
vec examen direct positif permettant ainsi d’optimiser le délai de
endu de résultat [20,21].
Ces  antibiogrammes en milieu liquide automatisé sont très per-
ormants [22], à l’exception toutefois de la détermination de la
ensibilité au pyrazinamide, rendue difﬁcile par la nécessité d’un
H acide et d’un inoculum élevé, entraînant souvent une fausse
ésistance au pyrazinamide [23].
La détermination de la sensibilité aux antituberculeux majeurs
eut également être réalisée selon la technique microscopic obser-
ation drug susceptibility (MODS) qui repose sur l’observation
icroscopique quotidienne de BAAR dans des cultures issues
’expectorations en présence ou non d’antituberculeux. Cette tech-
ique peu coûteuse est surtout utilisée dans les pays en voie de
éveloppement où elle permet de détecter rapidement la présence
e souche MDR  avec une sensibilité et une spéciﬁcité respectives
e 100 et 94 % [24].
Bien qu’il n’existe pas de standardisation, la sensibilité des
ntituberculeux de 2e ligne peut également être testée en milieu
iquide à l’aide du Bactec MGIT 960 pour ce qui est de l’amikacine,
a capréomycine, l’éthionamide, la kanamycine, l’oﬂoxacine, la
oxiﬂoxacine, le linézolide, l’acide para-amino salicylique et la
ifabutine [25,26] ou à l’aide de microplaque Sensititre MYCOTB
Trek Diagnostics) comprenant 8 antibiotiques de 2e intention
n plus des antituberculeux majeurs. Cette technique présenteecine interne 35 (2014) 794–800 797
l’avantage  de proposer des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) permettant d’adapter au mieux le traitement [27].
2.6.  Méthodes génotypiques
2.6.1.  Historique
Les  tests d’ampliﬁcation génique (appelés NAAT dans la lit-
térature anglo-saxonne pour Nucleic Acid Ampliﬁcation Test)
permettent de multiplier artiﬁciellement le nombre de copies d’une
séquence d’acides nucléiques spéciﬁque aﬁn d’en permettre la
détection. Ces tests sont rapides car ils s’affranchissent du temps
de multiplication des mycobactéries du complexe tuberculosis.
Aujourd’hui, l’automatisation et la PCR en temps réel ont supplanté
les anciennes techniques, mais ces tests de biologie moléculaire
doivent toujours être associés à une culture et un antibiogramme
par méthode phénotypique.
Les  tests d’ampliﬁcation génique sont caractérisés par leur
grande sensibilité. En théorie, ils peuvent détecter une copie d’acide
nucléique par échantillon. En réalité la sensibilité est compromise
par la présence d’inhibiteurs de l’ampliﬁcation et la perte d’acides
nucléiques lors de la préparation de l’échantillon. La spéciﬁcité
est élevée et peut être améliorée par l’utilisation de différentes
sondes permettant, notamment la détection de mutation conférant
la résistance. Leur principal avantage est la rapidité face à la lenteur
des méthodes phénotypiques.
2.6.2.  Diagnostic direct par ampliﬁcation génique
De nombreuses techniques, permettant la détection du
complexe tuberculosis à partir d’échantillons biologiques, ont été
commercialisées et on fait l’objet de nombreuses publications.
Récemment, de nouveaux tests associant à la fois détection des
MCT et détection de la résistance à certains antituberculeux ont
été développés.
2.6.3. Test d’hybridation inverse sur bandelettes (MTBDR®plus,
Hain  LifeScience)
Ces  tests correspondent à une ampliﬁcation multiplex d’ADN
couplée à une hybridation sur bandelettes et sont utilisées en rou-
tine pour l’identiﬁcation des mycobactéries, mais aussi pour la
détection de la résistance aux antituberculeux.
L’identiﬁcation par ampliﬁcation et hybridation se fait en
quelques heures à partir de culture. Le complexe tuberculosis
peut être mis  en évidence par le kit GenoType® Mycobacterium
CM/AS (Hain LifeScience) dont la technologie cible l’ADNr 23S.
L’identiﬁcation d’espèce au sein du complexe tuberculosis par le
test GenoType® MTBC est fondée sur l’analyse du polymorphisme
du gène gyrB.
Pour  ce qui est de la détection de la résistance aux antibiotiques,
le principe repose dans un premier temps sur l’ampliﬁcation de
fractions de gènes codant pour la cible des antituberculeux et
dans un deuxième temps sur l’hybridation avec des sondes cor-
respondant aux gènes sauvages ou aux gènes mutés présents sur
la bandelette. Les kits commercialisés peuvent être utilisés à par-
tir de culture ou d’échantillons positifs à l’examen microscopique,
voire négatifs. Le clinicien peut rapidement être informé sur la
présence de complexe tuberculosis et sur la sensibilité aux deux
antituberculeux majeurs (rifampicine et isoniazide). La première
génération de test GenoType® MTBDRplus 1.0 permet en quelques
heures et en un seul test de détecter le complexe tuberculosis ainsi
que le statut de la résistance à la rifampicine et l’isoniazide, soit à
partir d’échantillons avec examen direct positif, ou soit à partir de
cultures positives. Dans les deux cas, la sensibilité de la détection
de la résistance à la rifampicine est de 98 % et à l’isoniazide de 87 %
[28,29]. Un screening au niveau d’un fragment de 81 paires de bases
(pb) du gène rpoB (rifampicin resistance determinig region RRDR)
permet de mettre en évidence tout type de mutation connue ou non
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Tableau 1
Comparaison des tests tuberculiniques et des tests IGRA (tests de libération
d’interféron  gamma).
Tests tuberculiniques Tests IGRA
> 200 antigènes communs avec BCG et
mycobactéries atypiques
2 antigènes spéciﬁques de
M. tuberculosis : ESAT-6, CFP-10
Technique : opérateur dépendant Technique reproductible
2  visites dont une à 72 heures pour
mesurer  l’induration
1  seule visite
Sensibilité  : 70 % (49–90 %) Sensibilité : 80–88 %
Spéciﬁcité (varie en fonction du BCG) : Spéciﬁcité : 88–99 %98 C. Guillet-Caruba et al. / La Revue 
ar le kit. La résistance de bas et haut niveau à l’isoniazide repose
ur la recherche des mutations des gènes inhA et katG. Depuis peu,
es prélèvements pulmonaires non bacillifères peuvent être analy-
és par la nouvelle génération de test GenoType® MTBDRplus 2.0.
’étude de Crudu et al. en zone de moyenne endémie montre une
ensibilité de 79,8 % pour la détection du complexe tuberculosis ainsi
u’une sensibilité de la détection de la résistance de 90 % pour la
ifampicine et de 93,5 % pour l’isoniazide [30].
Dans  les pays à forte incidence de tuberculose XDR, le test
enoType® MTBDRsl permet à partir de culture de détecter la résis-
ance aux ﬂuoroquinolones, à l’éthambutol, à l’amikacine et à la
apréomycine avec une sensibilité variant de 77,3 à 92,3 % [31].
.6.4. Test Xpert MTB/RIF®
Le test Xpert MTB/RIF® est un test moléculaire unitaire qui per-
et la détection dans les prélèvements cliniques des fragments
’ADN du génome des mycobactéries du complexe tuberculosis et
eur éventuelle résistance à la rifampicine en deux heures. Il est
éalisé sur la plateforme GenXpert® (Cepheid). Ce test automa-
isé semi-quantitatif de PCR en temps réel permet de réaliser, à
a demande et dans une seule cartouche, les différentes étapes
’extraction, puriﬁcation, ampliﬁcation d’ADN, hybridation des
ondes et détection multiplex. L’ampliﬁcation génique cible la
égion de 81 pb du gène rpoB, qui code la sous-unité  de l’ARN
olymérase et qui héberge les principales mutations responsables
e la résistance à la rifampicine. Cinq sondes de type « balise molé-
ulaire » couvrent l’ensemble de cette région et s’hybrident avec les
équences sauvages.
Une  étude réalisée sur des dilutions en série de suspensions bac-
ériennes préparées à partir de souches de référence du complexe
uberculosis a démontré que la technique Xpert MTB/RIF four-
issait une évaluation rapide et ﬁable de la charge bactérienne
u-dessus d’un seuil de 100 bactéries par échantillon [32]. De ce
ait, dans des cas de forte suspicion de tuberculose pulmonaire
u extra-pulmonaire, cette technique permet sur des prélève-
ents microscopiques négatifs d’optimiser un diagnostic rapide de
uberculose en moins de 2 heures [33]. Contrairement aux autres
echniques de PCR, l’étape de lavage intégrée dans la cartouche du
est permet de ne conserver que les organismes intacts sans tou-
efois faire la distinction entre organismes viables et non viables
34]. Les études récentes sur l’évaluation de la performance diag-
ostique de ce test ont montré que la sensibilité par rapport à la
ulture était de plus de 98 % pour les prélèvements à microscopie
ositive mais de 68 % pour les prélèvements à microscopie négative
35].
Cette technique reste donc moins sensible que la culture et un
ésultat négatif obtenu sur un prélèvement pauci-bacillaire ne per-
et  pas d’exclure une tuberculose. Une sélection des patients sur
a base de l’analyse de risques pourrait permettre une utilisation
ationnelle de ce test.
La  résistance à la rifampicine est un bon marqueur prédictif de
a multirésistance. Bien que la sensibilité et la spéciﬁcité du test
pert MTB/RIF soient ≥ 98 %, dans nos pays à faible prévalence de
ouche résistante à la rifampicine, la VPP de la résistance à la rifam-
icine de ce test est plus faible et des résistances détectées par
rreur peuvent être suspectées [35], nécessitant de réaliser systé-
atiquement un antibiogramme. Mais ce test présente l’avantage
’être simple, rapide, sensible et spéciﬁque pour les prélèvements
ulmonaires à microscopie positive, permettant ainsi d’accélérer
ne prise en charge adéquate des patients en termes d’isolement,
ais aussi de traitement antituberculeux si le patient présente
es facteurs de risques d’avoir été en contact avec une souche
ultirésistante [36]. Cependant, certains auteurs remettent en
uestion la sensibilité des tests phénotypiques concernant la détec-
ion de la résistance à la rifampicine. Certaines mutations du gène
poB détectées par méthodes génotypiques, mais sans expression40–90  %
IGRA : interféron gamma.
phénotypique, notamment en milieu liquide du fait d’une dimi-
nution du ﬁtness bactérien des souches mutées, sembleraient être
corrélées à des résistances cliniques. Devant une forte suspicion de
souche résistante à la rifampicine, ces mêmes  auteurs proposent
que les tests génotypiques soient complémentaires aux tests phé-
notypiques [37,38].
2.6.5.  Tests en développement
L’ampliﬁcation génique est également utilisée pour la recherche
de petits fragments d’ADN mycobactérien dans l’urine (ADN trans-
rénal). En cours de développement depuis quelques années mais
non encore commercialisée, cette méthode alternative à l’examen
microscopique des expectorations permettrait de détecter à la fois
les tuberculoses pulmonaires et extra-pulmonaires, notamment
chez les enfants ou les patients infectés par le VIH [39].
3.  Diagnostic indirect
Les  tests de libération d’interféron gamma (IGRA) et
l’intradermo réaction (IDR) visent à mettre en évidence la
mémoire immunitaire suite à un contact avec une mycobactérie
du complexe tuberculosis (Fig. 2).
Les nouveaux tests immunologiques IGRA ont été autorisés par
la Haute Autorité de santé à partir de 2006 chez l’adulte [37].
3.1. Principe des tests
L’IFN-  est une des cytokines clé sécrétée par les lympho-
cytes T en réponse à l’infection à Mycobacterium tuberculosis. Les
tests IGRA reposent sur la détection de la production d’IFN- par
les cellules mononuclées sanguines du patient après contact avec
des protéines spéciﬁques de Mycobacterium tuberculosis : ESAT-6,
CFP-10 et TB7.7. Ces protéines sont délétées dans les souches de
BCG. Deux familles de tests sont disponibles en France : le Quan-
tiféron basé sur la mesure de la production in vitro d’IFN- par
test Elisa (Quantiferon-TB®) et le test appelé T-SPOT-TB® basé sur
une technique d’ELISPOT quantiﬁant le nombre de cellules mono-
nuclées sanguines capables de produire de l’IFN- en réponse à
un contact avec ces différents antigènes. Ces tests, par rapport à
l’intradermoréaction à la tuberculine, sont plus spéciﬁques (90 à
100 %), reproductibles, et ne nécessitent pas que le patient soit revu
à 72 heures [40–42] (Tableau 1). Le choix entre les deux tests est
plus basé sur un problème de coût ou de disponibilité de test que
de véritables arguments scientiﬁques. La valeur prédictive négative
des tests IGRA est de l’ordre de 99,7 % quelle que soit la population
étudiée.
Un test immunologique négatif que ce soit une IDR ou un test
IGRA ne permet d’éliminer ni une tuberculose maladie, ni de dif-
férencier une infection ancienne d’une infection récente. De plus,
l’ensemble des résultats doivent être évalués en fonction du statut
immunitaire du sujet.
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[Fig. 2. Réponse immunit
.2. Utilisation des tests
La  Haute Autorité de santé, après avoir autorisé en 2006
’utilisation des tests, a émis de nouvelles recommandations le
er juillet 2011 [43]. Les tests immunologiques ne doivent être uti-
isés que pour le seul diagnostic de tuberculose latente et unique-
ent dans l’objectif d’un traitement. Pour le diagnostic de la tuber-
ulose maladie, ces tests ne doivent pas être indiqués en pratique
ourante mais peuvent toutefois apporter une aide dans certains
as de diagnostic difﬁcile [43].
Bien que non indiqué pour le diagnostic de la tuberculose mala-
ie, l’intérêt du dosage de l’IFN- et sa variation sous traitement
este discuté et variable selon la localisation de la maladie [40–42].
. Conclusion
La tuberculose reste un problème majeur de santé publique.
e diagnostic bactériologique est toujours le gold standard du dia-
nostic de certitude mais celui-ci trouve ses limites en cas de
uberculoses extra-pulmonaires.
Le  développement de nouveaux tests de diagnostic de tuber-
ulose génotypiques a permis d’optimiser la prise en charge de la
uberculose maladie. Il a permis de raccourcir les délais de prise en
harge des tuberculoses, de limiter la dissémination de la tuber-
ulose, de détecter plus rapidement les souches résistantes à la
ifampicine et d’adapter les traitements antituberculeux.
Le suivi pour analyse de la réponse thérapeutique repose sur des
onnées cliniques, bactériologiques ou radiologiques. L’évaluation
e la réponse sous traitement antituberculeux chez les patients
ont les prélèvements sont positifs à l’examen direct est basée sur
e suivi des prélèvements microbiologiques. Mais chez les patients
ont les prélèvements sont négatifs à l’examen direct, seuls les
aramètres cliniques ou radiologiques peuvent aider à évaluer cette
éponse. De nouvelles techniques comme  le TEP-TDM permettent
e réaliser une cartographie des lésions initiales, puis d’évaluer de
ac¸ on aisée, reproductible et non invasive la réponse thérapeutique
récoce après 1 mois de traitement antituberculeux ou d’évoquer
n autre diagnostic en l’absence de réponse [44].
[t infection tuberculeuse.
Outre la nécessité de poursuivre le développement de nouvelles
technologies, que ce soit pour le diagnostic de tuberculose maladie
pulmonaire ou extra-pulmonaire, ou pour le suivi thérapeutique,
un lien étroit et privilégié entre le laboratoire de bactériologie et le
clinicien reste primordial.
Déclaration  d’intérêts
Les  auteurs déclarent ne pas avoir de conﬂits d’intérêts en rela-
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